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1. INTRODUCCIÓN. 

 

El CYP-450 es el principal responsable del metabolismo oxidativo de 

los xenobióticos, el cual es un compuesto químico ajeno a un organismo vivo. 

 

El CYP-450 pertenece a una familia de hemoproteínas presentes en 

numerosas especies, desde bacterias hasta mamíferos. Ya se han identificado 

más de 2000 isoformas de esta enzima.  

 

Todos los CYP-450s conocidos se nombran siguiendo un criterio 

común y se agrupan en familias y subfamilias en función de la similitud en 

la secuencia del ADN que los codifica. Las familias 1, 2 y 3 están constituidas 

por enzimas encargadas de la biotransformación de xenobióticos, mientras 

que el resto de familias incluyen CYP-450s que intervienen en la biosíntesis y 

el metabolismo de compuestos endógenos.  

 

El término xenobiótico también se utiliza para referirse a los 

compuestos cuya estructura química en la naturaleza es poco frecuente o 

inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el hombre en el 

laboratorio. La mayoría han aparecido en el medio ambiente durante los 

últimos 100 años. 

 

Una de las características más significativas de los CYP-450 que 

metabolizan xenobióticos es su baja especificidad, lo que permite que sean 

capaces de metabolizar un número casi ilimitado de sustratos, 

principalmente a través de reacciones de oxidación, pero también de 

reducción e hidrólisis. Las oxidaciones catalizadas por el CYP-450 son 

reacciones de monooxigenación dependientes de NADPH; para las que utiliza 

oxígeno molecular. Como consecuencia de éstas reacciones el CYP-450 
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acelera la eliminación del organismo de gran número de fármacos y 

compuestos tóxicos, pero también es el responsable de la activación de 

toxinas o carcinógenos (I).  

 

Los compuestos químicos que no forman parte de la composición 

habitual del cuerpo humano, pero que son capaces de acceder a su interior 

se conocen con el nombre genérico de xenobióticos. Se trata de compuestos 

de naturaleza química muy variada, algunos de los cuales son de origen 

natural, entre los que destacan las micotoxinas o los alcaloides, si bien la 

inmensa mayoría son productos originados por la propia actividad humana, 

como los contaminantes ambientales o los compuestos químicos de síntesis. 

 

Estos compuestos pueden acceder a nuestro organismo mediante 

ingestión, inhalación, por vía parenteral o a través de la piel. Entre los 

mismos se incluyen fármacos, cosméticos, aditivos alimentarios, pesticidas, 

productos de uso doméstico, derivados de la combustión de carburantes, 

residuos procedentes de la industria química, etc.  

 

Los xenobióticos no son utilizados como nutrientes, por lo que no se 

incorporan a las rutas bioquímicas del metabolismo intermediario y no son 

degradados a través de éstas vías metabólicas. Se trata, en general, de 

compuestos de naturaleza lipofílica por lo que pueden atravesar con relativa 

facilidad las membranas biológicas, acceder al interior de las células y unirse 

a estructuras celulares de carácter lipofílico. Al mismo tiempo, su 

eliminación del organismo es difícil, dado que la excreción de compuestos no 

volátiles se realiza a través de fluidos de naturaleza acuosa, principalmente 

orina (I). 
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Ante ésta situación, los organismos vivos han desarrollado sistemas 

metabólicos alternativos para acelerar la eliminación de estos compuestos.  

 

Se trata de una serie de enzimas no integradas en las vías del 

metabolismo energético o intermediario del organismo y cuyos sustratos son 

los xenobióticos. Su función es la de convertir los xenobióticos en moléculas 

más polares, más hidrosolubles y por tanto, más fácilmente excretables.  

 

El papel de estas enzimas es clave para la supervivencia celular. De no 

existir tales vías metabólicas, una vez en el interior del organismo los 

xenobióticos tenderían a acumularse alterando el equilibrio celular y 

provocando alteraciones funcionales e incluso la muerte celular. 

 

Al conjunto de procesos enzimáticos a los que se ven sometidos los 

xenobióticos en el organismo para su neutralización y eliminación se les 

conoce como reacciones de biotransformación o de metabolización de 

xenobióticos. Tradicionalmente estos procesos se han agrupado en dos fases 

o etapas.  

 

En la Fase 1 los xenobióticos son modificados mediante reacciones de 

oxidación, reducción o hidrólisis y convertidos en productos más 

hidrosolubles gracias a la aparición de nuevos grupos funcionales de 

carácter polar (hidroxilo, amino, carboxilo).  

 

En la Fase 2 los xenobióticos, o los metabolitos generados por las 

reacciones de Fase 1, se combinan con moléculas endógenas de carácter 

polar para formar productos de conjugación que son rápidamente 

excretados.  
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En general, las enzimas de Fase 1 son capaces de transformar 

múltiples sustratos y catalizar reacciones diferentes. Se trata de proteínas 

catalíticas de naturaleza muy diversa, entre los que se incluyen enzimas con 

actividad monooxigenasa, como el CYP-450 o la flavinmonooxigenasa, 

diversas oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehído deshidrogenasa, amino 

oxidasas, aromatasas), la epóxido hidrolasa o esterasas, amidasas hepáticas 

y plasmáticas. El CYP-450 es sin duda el miembro más destacado de este 

grupo de enzimas y el que ha sido más ampliamente estudiado (I). 

 

Las enzimas del CYP-450 corresponden a la familia de las 

monooxigenasas las cuales catalizan una gran variedad de reacciones como 

la hidroxilación alifática y de carbonos aromáticos, N- y O-desalquilación, S-

oxidación y epoxidación de olefinas [1], etc.  

 

Durante su ciclo catalítico estas enzimas necesitan la transferencia de 

dos electrones, el primero se transfiere de NADPH por NADPH-CYP-450 

reductasa, reduciendo el átomo de ión férrico a su estado ferroso; el segundo 

electrón junto con un protón son transferidos a las especies dioxi-ferrosas 

para proporcionar un intermediario hierro-hidroperoxo (Fe+3-OOH) [2]. El 

segundo electrón puede provenir tanto de la enzima NADPH-CYP-450 

reductasa o en algunos casos del citocromo b5 [3]. 

 

Dada la importancia de las enzimas del CYP-450 en la biosíntesis de 

muchos compuestos endógenos así como la biotransformación de 

xenobióticos [4], es importante tener un sistema in vitro el cual permita 

evaluar dichas reacciones a bajo costo, ya que el uso de estas enzimas en 

procesos de bioremediación y en la síntesis de compuestos es limitado debido 

al uso de NADPH® (Sigma).  
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En este sentido, muchos estudios se han llevado a cabo para obtener 

una fuente de NADPH para las reacciones de CYP-450; para este fin se ha 

utilizado un sistema regenerador utilizando glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa, pero este sistema es costoso [5].  

 

Por lo anterior, el presente trabajo se propone estudiar las reacciones 

de hidroxilación y N-desmetilación catalizadas por el CYP-450, utilizando un 

sistema reductor que involucra al NADP+ y al hidruro de silicio, el cual 

permitirá el estudio de reacciones de biotransformación a un menor costo. 

 

Los compuestos binarios de hidrógeno reciben el nombre genérico de 

hidruros. El hidrógeno, que forma compuestos binarios con la mayor parte 

de los elementos, tiene una electronegatividad un poco mayor que la mediana 

de la electronegatividad de todos los elementos de la tabla periódica.  

 

Por ello, el hidrógeno se comporta como un no metal débilmente 

electronegativo y forma compuestos iónicos con metales muy electropositivos, 

y compuestos covalentes con todos los no metales. Además, el hidrógeno 

forma hidruros metálicos con algunos de los metales de transición (II). 

 

1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL CYP-450. 

 

Las primeras evidencias sobre las enzimas del CYP-450 fueron 

descubiertas en 1955 por Axelrod y Brodie [6-7], quienes las aislaron y 

caracterizaron a partir del retículo endoplásmico liso (Figura 1) de hígado de 

rata y demostraron que son capaces de oxidar diversos compuestos. 
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Figura 1. Localización del sistema CYP-450 en la membrana del retículo endoplásmico. 

 

En 1957 mientras Martín Klingenberg [8] estudiaba la reacción de 

reducción catalizada por citocromo b5 en microsomas de hígado de rata, 

encontró otro pigmento capaz de enlazar monóxido de carbono (CO) y dar un 

pico en 450 nm (Figura 2), al cual en 1960, Omura y Sato [9-10] le dieron el 

nombre de  CYP-450.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

                 

                    

 

 

 

 

 

 

 

B
Figura 2. A) Complejo formado entre el Fe+3 del grupo hemo del CYP-450 y CO. 

B) Espectro del UV Visible del CYP-450. 
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1.1.1. ISOFORMAS DEL CYP-450. 

 

En 1966 los estudios realizados por Imai y Sato [11] evidenciaron la 

presencia de más de una forma del CYP-450, al comparar las propiedades 

espectrales y funcionales del CYP-450 extraído de ratas testigo contra ratas 

tratadas con  3-metilclorantreno.  

 

En 1968, por medio de estudios espectrofotométricos se identificaron 7 

isoformas del CYP-450 de microsomas de hígado, entre las que se 

encuentran: CYP-450 (reducida) [8], CYP-420 (desnaturalizada) [10], la forma 

CYP-390 (con sustrato) [12-16]; por lo que se concluyó que se trataba de un 

complejo multienzimático. 

 

Entre 1970 y 1980 fueron aisladas varias isoformas [15-18], en  las que 

se determinó la especificidad a su sustrato, las secuencias de sus 

aminoácidos y los genes que codifican estas proteínas.  

 

La nomenclatura que se ha empleado para designar a las diferentes 

isoformas del CYP-450 consiste en usar las letras CY para indicar que 

pertenece al sistema de citocromos, la P para referir al pico característico 

para estas enzimas en el espectro visible a 450 nm, el primer número a la 

familia a la cual pertenece, la siguiente letra a la subfamilia y el último 

número a la forma individual de citocromo [19], ejemplos de estas son  

CYP2C9 y CYP2B4.  

 

La subfamilia CYP2C esta integrada por 28 isoformas, 4 de ellas han 

sido encontradas en el humano CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19. La 

CYP2C9 es una de las subfamilias del CYP-450 que se encuentra 
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principalmente en mamíferos [20] existen reportes de enzimas CYP2C en 

perro, mono, ratón y caballo [21].  

 

Diversos miembros de la subfamilia CYP2B metabolizan una gran 

cantidad de xenobióticos, permitiendo en algunos casos la activación de 

protoxinas o procancerígenos [22]. Entre los xenobióticos que dan origen a 

especies tóxicas se encuentran: el bromobenzeno [22-23], cocaína [24-25], 

paratión [26] y anilina [27]. 

 

Hasta 1995, se habían identificado cerca de 220 isoenzimas del CYP-

450, entre las que destacan por su participación en el metabolismo de 

xenobióticos la CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E y CYP3A [19].  

 

1.1.2.  SITIO ACTIVO Y CICLO CATALÍTICO DEL CYP-450.  

 

Durante muchos años se tuvo gran interés en conocer la estructura del 

CYP-450, particularmente su sitio activo [26, 28, 29], los estudios realizados con 

tal propósito, evidenciaron que el sitio activo está constituido principalmente 

por un grupo hemo (hierro y protoporfirina IX), en donde el hierro forma dos 

enlaces, uno de ellos con un residuo de cisteína y otro con una molécula de 

agua (Figura 3). 

  
Figura 3. Interacción del grupo hemo; Sitio Activo CYP-450.  

Hemo, residuo de cisteína  y agua [III]. 
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Como se muestra en la Figura 4, el ciclo catalítico de las enzimas del 

CYP-450 se inicia mediante la unión del sustrato al hierro del grupo hemo, 

provocando el desplazamiento de la molécula de agua y el cambio en el espín 

del hierro de un estado de bajo espín a uno de alto espín. Con ello el hierro 

pasa de un estado hexacoordinado a uno pentacoordinado [30-32].  

 

El enlace del sustrato facilita la reducción del hierro del grupo 

prostético hemo al estado ferroso y origina un cambio conformacional de la 

enzima.  

 

En la tercera etapa del ciclo catalítico, una vez que se ha reducido el 

hierro se enlaza oxígeno molecular dando origen a un complejo di-oxigeno 

ferroso [Fe+3O2-] muy inestable [33], que sufre una rápida conversión a un 

compuesto estable, mediante la transferencia de un electrón (e-). La segunda 

reducción origina el complejo [Fe+3-O2-2], el cual reacciona con dos protones, 

rompiendo el enlace O-O generando agua y el complejo [Fe-O]+3 [34], tal como 

se muestra en la Figura 4. 

 

 
Figura 4. Ciclo catalítico de las enzimas del complejo multienzimático CYP-450 [35-36].  
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En la última etapa el átomo de oxígeno se transfiere al sustrato dando 

origen al producto hidroxilado que finalmente se libera del sitio activo de la 

enzima la cual regresa a su estado inicial.  

 

Las reacciones de reducción que ocurren en el ciclo catalítico, se llevan 

a cabo mediante la transferencia de un electrón a partir del NADPH por la 

enzima CYP-450 reductasa, o del citocromo b5 (Figura 5), estas enzimas al 

igual que el CYP-450, también forman parte de la membrana y están 

constituidas por flavinmononucleótido (FMN) y por flavinadenindinucleótido 

(FAD).  

 

La transferencia del electrón a partir de la CYP-450 reductasa o del 

citocromo b5, depende del sustrato o de la especie de CYP-450 involucrada, 

ya que hay algunas isoformas en las cuales se estimula su actividad cuando 

la transferencia es a través de citocromo b5 y otras que son inhibidas [35-37].  

 

 
 

Figura 5. Mecanismo de transferencia de electrones del CYP-450 reductasa al CYP-450 (IV).  

 

1.1.3. REACCIONES DE HIDROXILACIÓN Y N-DESMETILACIÓN 

CATALIZADAS POR CYP-450. 

 

El sistema CYP-450 está involucrado en el metabolismo de varios 

endobióticos y xenobióticos [38-39] y posee por lo menos tres diferentes 

mecanismos de biotransformación [40]. El primero se conoce por su actividad 

como monooxígenasa, en esta reacción, la enzima solo transfiere un átomo 

de oxígeno al sustrato (Figura 6).  
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Estas reacciones incluyen: hidroxilación, epoxidación, desaminación, 

sulfoxidación, desulfuración y deshalogenación oxidativa, las cuales se llevan 

a cabo en presencia de NADPH y O2. En la Figura 6 se ilustran dos 

reacciones ya conocidas, catalizadas por el CYP-450 en la primera, la anilina 

es transformada a p-aminofenol mediante una reacción de hidroxilación; la 

segunda reacción corresponde a la transformación de N-metilanilina a 

anilina y formaldehído mediante una reacción de  N-desmetilación. 

 
A  

 

 

 

 

 

 

 

B 
Figura 6. Reacciones de oxidación catalizadas por el CYP-450. A) Hidroxilación. B) N-desmetilación.  

 

La segunda forma de biotransformación del CYP-450 es la liberación de 

especies de oxígeno reducidas [40-43], en la cual se involucra la transferencia 

directa de un electrón a partir del CYP-450 a la molécula de oxígeno con la 

formación de radicales anión superóxido (O2) y peróxido de hidrógeno (H2O2).  
 



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 12

La tercera actividad del sistema CYP-450 se refiere a su actividad como 

reductasa y se lleva a cabo en condiciones anaerobias e involucra la 

transferencia directa de un electrón a sustratos que pueden ser reducidos 

tales como halogenuros de alcanos o quinonas [44]. 

 

1.2.  CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL HIDRURO DE SILICIO. 

 

El hidruro de silicio (HΘ) es un compuesto recientemente caracterizado, 

el cual ha sido utilizado para investigar fuentes de energía alternativas de 

hidrógeno, así como para su uso en la industria, farmacología y bioquímica 

[45].  

El HΘ surge como un portador sólido para los pequeños aniones de 

hidrógeno mismos que son liberados en solución acuosa. Este compuesto de 

bioencapsulado nanométrico coloidal promete ser un increíblemente efectivo 

atrapador de radicales libres y ayudar en la reducción del estrés oxidativo, 

gracias a su alto potencial de reducción electroquímica [42]. La Figura 7 nos 

muestra el análisis particular del proceso de rompimiento que sufre el 

hidruro de silicio en un sistema acuoso donde a partir de los agregados de 

estructuras monoméricas del silicato se liberan los iones hidruro (HΘ) a la 

solución.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Disolución del hidruro de silicio en agua [42].  
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El hidruro del silicio puede tener iones hidruro (HΘ) contenidos en un 

sistema de silsesquioxano organosiliceo (Figura 8). Es decir en una jaula 

monomérica de silica en donde los aniones del hidruro están colocados 

intersticialmente (Figura 9) [42]. Como un compuesto bioencapsulado, la silica 

actúa como un acarreador coloidal de aniones de hidrógeno en solución. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Estructura del silsesquioxano [42].  

 
Figura 9. Aniones del hidruro encajados intersticialmente dentro de la estructura de 

silsesquioxano mediante una reacción generada por plasma [42].  

 

En una solución acuosa (Figura 10), los aniones encajonados 

intersticialmente del hidruro (A), se disocian [43] y el electrón del anión es 

donado a algún electrón desapareado (B) de la especie radical libre por 

ejemplo el radical hidroxilo, produciendo agua a partir de posradicales 

neutralizados (C). 
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El hidruro de silicio ha mostrado actividad tanto en sistemas in vitro 

como sistemas in vivo, empleándose como antioxidante o agente reductor [60-

61].  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Disociación del hidruro de silicio en medio acuoso. [43] 

 

Un estudio in vitro demostró la reducción de NADP+ con hidruro de 

silicio el cual actuando como hidruro aniónico, no reacciona violentamente 

con agua y reporta lecturas estables de potenciales redox mayores a −860 

mV por períodos extendidos de tiempo, lo que proporciona una alternativa de 

producción de hidrógeno como combustible a sistemas celulares bioquímicos. 

Análisis subsecuentes del compuesto indican que no se induce citotoxicidad 

e incrementa el NADH en la célula [44].  

 

Un ejemplo de la importancia de la reducción del NAD+ a NADH en 

sistemas bioquímicos es la disminución de la concentración de la glucosa y la 

producción disminuida del lactato que sugiere una actividad glicolítica 

aumentada y una respiración aeróbica post-piruvato con la regeneración del 

NADH para llevar a cabo el transporte de electrones al complejo I de la 

proteína (Figura 11) [44].  
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Lo anterior sucede cuando se transfiere (A) un electrón (e-) 

directamente a través de la ubiquinona o indirectamente por oxidación del 

succinato hacia el interior (B) de la proteína del complejo III citocromo 

b566/b562. Lo que activa el metabolismo del citocromo c (C).  Al interior (D) del 

complejo IV-Cu+2 del Citocromo oxidado c resulta en el incremento (E) del 

gradiente de protones, lo que explica la producción aumentada de ATP 

sintetasa liberada al espacio mitocondrial intermembranal (F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11. Ruta metabólica para la producción creciente del  NADH y del ATP después del 

tratamiento con el hidruro de silicio [44]. 

 

La continuidad en el estudio sobre esta nueva familia de compuestos 

de hidruro podría demostrar lo invaluable de la actividad en los sistemas 

bioquímicos, médicos y analíticos [44]. 

 

1.3. RESONANCIA PARAMAGNÉTICA ELECTRÓNICA. 

 

La Resonancia Paramagnética Electrónica (RPE) es una técnica 

espectroscópica que permite detectar especies con electrones no apareados 

(Figura 12). 
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Figura 12. Conformación del sistema de Resonancia Paramagnética Electrónica (V). 

 

La espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica hizo su 

aparición en 1945, al publicar Zavoiski su famoso trabajo [45] en el que dio 

cuenta de la detección de una absorción de radiofrecuencias (133 MHz) en 

una muestra de CuCl2, bajo un campo magnético de 4.75 mT.  

 

El experimento de Zavoiski se interpretó inmediatamente [46] como una 

transición de resonancia paramagnética electrónica tal como hoy se conoce. 

Al año siguiente Zavoiski publicó el primer experimento de resonancia 

paramagnética electrónica en el rango de las microondas (3 GHz, banda S). 

  

El resultado de Zavoiski contribuyó al desarrollo de su “prima 

hermana”, la Resonancia Magnética Nuclear, cuyos primeros experimentos se 

publicaron en 1946, de forma independiente, por Purcell y colaboradores [47] 

y por Bloch [48]. Este último autor ya puso de manifiesto la importancia de los 

efectos de la relajación para comprender el fenómeno de la resonancia 

magnética nuclear e introdujo una descripción fenomenológica de los mismos 

a través de sus célebres ecuaciones [49], las cuales se aplicaron de inmediato 



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 17

para describir también el fenómeno de la resonancia paramagnética 

electrónica. 

 

Desde un primer momento la resonancia paramagnética electrónica se 

mostró como una fina herramienta para el estudio de entidades 

paramagnéticas: la sensibilidad de la técnica permite estudiar sistemas 

(inicialmente sólidos) con una muy baja concentración de centros activos. 

Ejemplos de ello son materiales con radicales libres o defectos producidos 

por irradiación, cuya contribución paramagnética es indetectable por 

técnicas del magnetismo clásico.  

 

Los trabajos experimentales y las interpretaciones teóricas de los 

grupos de Kazan (en la antigua Unión Soviética) y de Oxford (en Inglaterra) 

tuvieron una importancia indiscutible en el desarrollo y éxito inicial de la 

resonancia paramagnética electrónica [64].  

 

Para que un sistema exhiba el fenómeno de resonancia magnética, éste 

debe de estar compuesto de partículas que poseen un momento magnético y 

un momento angular. Tanto los núcleos como los electrones satisfacen esta 

condición. El núcleo tiene un momento magnético miles de veces más 

pequeño que el de un electrón consecuentemente, la resonancia magnética 

nuclear (RMN) y la resonancia paramagnética electrónica son diferentes, ya 

que los experimentos de RMN se llevan a cabo a 106-108 Hz en el rango de 

radio frecuencia, mientras que en RPE es 1010-1011 Hz en el rango de 

microondas (Figura 14), donde diferente tipo de información es obtenida 

mediante estas dos técnicas. Sin embargo, la teoría fundamental es común 

entre ambas [65].  
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Figura 13. Espectro electromagnético en donde se localiza la  

frecuencia 106-108 Hz para RMN y de 1010-1011 Hz para RPE (VI). 
 

Un átomo o molécula la cual contiene electrones desapareados tiene un 

momento angular y posee su correspondiente momento magnético. Los 

mejores ejemplos son los iones de varios elementos de transición con 

electrones desapareados en orbitales parcialmente llenos.  

 

Por ejemplo el hierro contenido en el CYP-450 en donde sus orbitales 

3d crean un dipolo magnético. El hierro (+2) tiene seis electrones d y el hierro 

(+3) “PARAMAGNÉTICO” tiene cinco electrones d para ser acomodados.  

 

El procedimiento experimental del RPE consiste en colocar la muestra 

en la cavidad resonante, la fuente de microondas es sintonizada a la 
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frecuencia de la cavidad resonante y mantenida constante, mientras que la 

magnitud del campo se varía hasta que se cumple las condiciones de 

resonancia de la Ecuación 1. Esto puede ser detectado midiendo el cambio 

en el factor Q de la cavidad resonante cuando la energía de microondas es 

absorbida por el sistema magnético [66].  

 

Ecuación.1 

Donde: 

 

h = Constante de Planck 

ν0 = Frecuencia (Hz) 

g = Factor g, es conocido como factor espectroscópico.  

β = Magnetón de Bohr, β=ek/2mc =0.927x10-20 erg gauss-1. 

H0 = Campo 

 

 Para un valor de g de 2 y ν0 = 10 GHz el campo magnético es cercano a 

3500 G. En general los trabajos experimentales son llevados a cabo a 

frecuencias en el rango de 1-100 GHz donde técnicas estándar de 

microondas pueden ser usadas. Las frecuencias más usadas son de 9 GHz 

(Banda X), 35 GHz (Banda Q) [66].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

hν0 = gβH0        



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 20

2. JUSTIFICACIÓN. 

 

 Las enzimas del CYP-450 son de gran importancia ya que éstas se 

encargan de metabolizar los xenobióticos en el humano formando parte de 

las enzimas que catalizan las reacciones de biotransformación de Fase 1.  

 

 Son muchas las reacciones mediante las cuales esas enzimas 

transforman a los xenobióticos en moléculas más polares para ser fácilmente 

eliminables. Una de las principales reacciones es la de hidroxilación razón 

por la cual a estas enzimas se les conoce también como monooxigenasas, ya 

que incorporan un átomo de oxígeno en su sustrato con el propósito de hacer 

a las moléculas más polares para ser fácilmente eliminables. 

 

Sin embargo para que las enzimas del CYP-450 tengan actividad 

catalítica necesitan la transferencia de 2 electrones, los cuales son 

suministrados por el NADPH a través de la enzima CYP-450 reductasa. Sin 

embargo uno de los principales problemas cuando se evalúa la 

biotransformación de xenobióticos in vitro es el uso del NADPH® (Sigma).  

 

Ejemplo de algunos fármacos que han sido evaluados mediante el 

sistema CYP-450 y NADPH® (Sigma) in vitro son la lovastatina, codeína, 

paracetamol, diazepam y  el diclorodifeniltricloroetano (DDT) un plaguicida 

organoclorado. 

 

La evaluación in vitro de éstos y muchos otros tipos de xenobióticos es 

de gran importancia durante la investigación y desarrollo de nuevos fármacos 

y otros productos de origen sintético, pues nos permite conocer como estos 

compuestos podrían ser transformados en el organismo y de una manera 

más certera determinar los posibles metabolitos que en algunas ocasiones 
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resultan ser tóxicos. Por lo anterior es de gran importancia contar con un 

sistema que permita tener NADPH para la evaluación de xenobióticos en 

reacciones de biotransformación. 

 

En este sentido, muchos estudios se han llevado a cabo para obtener 

una fuente de NADPH para las reacciones de CYP-450; para este fin se 

cuenta con un sistema regenerador utilizando glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa, pero este sistema tiene la característica de ser costoso [50].  

 

El presente trabajo se propuso estudiar las reacciones de hidroxilación 

y N-desmetilación utilizando un sistema reductor que involucra NADP+® 

(Sigma) e hidruro de silicio, el cual permitirá el estudio de reacciones de 

biotransformación in vitro a un menor costo, dado que el NADPH® (Sigma) es 

tres veces más caro que el NADP+® (Sigma). La reducción de este último con 

hidruro de silicio resulta ser una opción más económica por el hecho de que 

la síntesis del agente reductor es de bajo costo.  

 

El costo de 1 g de hidruro de silicio es aproximadamente de $5.00 por 

lo que si se considera como opción para reducir al NADP+® (Sigma) que tiene un 

precio de $1,398.46 la presentación de 250 mg, estaríamos por debajo del 

costo del NADPH® (Sigma) que se encuentra alrededor de $3,600.76 la 

presentación con el mismo contenido (250 mg) (VII).  
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 3. HIPÓTESIS. 

 

Si el CYP-450 tiene actividad catalítica in vitro empleando sistemas 

regeneradores de NADPH es posible que también posea actividad catalítica 

cuando el hidruro de silicio es empleado como donador de electrones.  

 

 4. OBJETIVOS. 

 

4.1. OBJETIVO GENERAL. 

 

Evaluar si el CYP-450 tiene actividad catalítica como monooxigenasa y 

N-desmetilasa in vitro cuando se emplea NADP+ reducido con hidruro de 

silicio. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 
 

1. Obtener microsomas de hígado de conejo para evaluar 

experimentalmente en un sistema in vitro la actividad catalítica de la 

enzima CYP-450. 

 

2. Establecer la concentración óptima de hidruro de silicio en la cual una 

mayor cantidad de NADP+ es reducido a NADPH. 

 

3. Evaluar la actividad catalítica del CYP-450 en reacciones de 

hidroxilación y N-desmetilación empleando hidruro de silicio como 

donador de electrones. 

 

4. Analizar la transferencia de electrones en el sistema CYP-450, NADP+® 

Sigma, HΘ, sustrato; mediante Resonancia Paramagnética Electrónica. 
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 5. METODOLOGÍA. 

 

5.1. OBTENCIÓN DE CYP-450.  

 

Para la obtención y extracción del hígado se utilizaron conejos machos 

de la especie Nueva Zelanda cuyo peso oscilaba entre 2.25 ± 0.25 Kg. Los 

conejos se sacrificaron y mediante exposición de la cavidad toráxico-

abdominal, se perfundió el hígado in situ, por la vena cava inferior con 100 

mL de solución fisiológica fría.  

 

Obtención de los microsomas. Se extrajo el hígado, se mantuvo en hielo 

seco y se homogeneizó por 5 min con 20 mL de sacarosa 0.25 M usando un 

homogenizador Dispergierstation T 08.10. A partir de éste homogenizado la 

fracción microsomal se obtuvo por una modificación del método de Manno [51-

52].  

El homogeneizado se centrifugó a 10,000 g por 16 min a 4 °C 

utilizando una centrífuga Eppendorf 5804R.  

 

Al sobrenadante se le adicionó cloruro de calcio hasta alcanzar una 

concentración final 8 mM, se agitó y se centrifugó a 20, 000 g en una 

ultracentrífuga Beckman por 28 min a 4 ºC. El sobrenadante se descartó y 

los microsomas contenidos en el precipitado se resuspendieron en 15 mL de 

una solución de KCl 0.15 M, se agitó y centrifugó nuevamente a 20, 000 g 

por 28 min a 4 °C.  

 

Finalmente, los microsomas se resuspendieron en buffer de fosfatos 

0.1 M pH 7.4 con 20% de glicerol y se almacenaron a -70 ºC.  
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5.1.1. DETERMINACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL CYP-450.  

 

Obtenidos los microsomas se determinó el contenido de CYP-450 a 

través del método de Omura y Sato [9,10]. Se diluyó 1 mL de la solución de 

microsomas en  9 mL  de buffer de fosfatos pH 7.4.   

 

Se adicionaron 90 µg de hidrosulfito de sodio para reducir el hierro del 

grupo hemo, se tomó la muestra de 3 mL la cual sirvió de testigo y el resto se 

burbujeó con monóxido de carbono de ultra pureza, se realizó un barrido a la 

muestra desde 200 hasta 900 nm en un espetrofotómetro Cintra 5 UV-Visible 

para observar el pico característico en 450 nm como se muestra en la Figura 

14. 

 
Figura 14. Espectro diferencial del complejo formado entre monóxido de carbono (CO) y CYP-450. 

Microsomas de hígado de conejo fueron gasificados con CO y tratados con hidrosulfito de sodio. 



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 25

Para calcular la cantidad de CYP-450 en la muestra se empleó el 

coeficiente de extinción de 91 cm-1 mM-1 [67].  

 

5.2. REDUCCIÓN DE NADP+® (SIGMA) CON HIDRURO DE SILICIO. 

 

Antes de llevar a cabo la reacción se determinó si el NADP+® (Sigma) era 

reducido con hidruro de silicio a diferentes concentraciones y diferentes 

tiempos. Estos experimentos fueron realizados utilizando un espectro Perkin 

Elmer Lambda 25 UV VIS. 

 

5.2.1. DETERMINACIÓN DEL ESPECTRO DE ABSORCIÓN DE LUZ DEL  

             NADP+® (SIGMA), NADPH® (SIGMA), NADP+® (SIGMA) + HΘ E HΘ. 

 

Se preparó una solución de NADP+® (Sigma) de concentración 7.0421x10-7 

mM  utilizando buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se llevó acabo un barrido 

para determinar el espectro del UV-VIS correspondiente. Se llevan acabo 

diluciones  tales que se obtenga un espectro cuya absorbancia máxima fue 

por debajo de la unidad. Además, se realizó el espectro del UV-VIS para el 

HΘ. 

 

 Una vez obtenido éste se hizo un barrido con NADPH® (Sigma) como 

control.  

 

 Finalmente, se realizó el estudio reduciendo NADP+® (Sigma) con 

diferentes cantidades de HΘ: 2.9, 5.7, 11.4, 22.9 y 45.7 mg/mL, evaluando la 

reacción a diferentes tiempos (0, 20, 30 min y 24 hrs). 
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5.3.    DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA DE CYP-450. 

 

Obtenidos los microsomas y cuantificado la cantidad de CYP-450 se 

determinó su actividad catalítica utilizando anilina como sustrato para 

evaluar su actividad como monooxigenasa al ser convertida la anilina a p-

aminofenol. Para evaluar la actividad del CYP-450 como N-desmetilasa se 

empleó N-metilanilina la que es convertida a anilina y formaldehído producto 

cuantificable de la reacción. 

 

5.3.1. CURVA ESTÁNDAR PARA LA DETERMINACIÓN DE p-AMINOFENOL. 

 

Una muestra de 0.5 mL conteniendo diferentes concentraciones de            

p-aminofenol: 7.5x10-4, 1.5x10-4, 3.0x10-3, 6.0x10-3, 1.2x10-2, 2.4x10-2 mM, 

que se mezclan con 0.25 mL de solución de Na2CO3 al 20% y 0.75 mL de 

solución de fenol al 2% [53]. La mezcla se incubó a 37 °C por 30 min. La 

concentración de p-aminofenol se determinó espectrofotométricamente a 630 

nm. 

 

Se preparó el blanco con 1 mL de Buffer, 0.5 mL de Na2CO3 y 1.5 mL 

de fenol para ajustar el equipo.  

 

5.3.2. CURVA ESTÁNDAR PARA LA DETERMINACIÓN DE FORMALDEHÍDO. 

 

Se preparó una solución de formaldehído 2 mM; a partir de la cual se 

tomó el volumen necesario para obtener las siguientes concentraciones: 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mM en 0.5 mL de buffer. A esta solución se le 

adicionó 0.5 mL de reactivo de NASH (para preparar 250 mL de reactivo: 

37.5 g Acetato de Amonio, 0.75 mL Ácido Acético y 0.5 mL Acetilacetona) 
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[54]. La mezcla se incubó a 58 °C por 5 min. La concentración de 

formaldehído se determinó espectrofotométricamente a 412 nm.  

 

Se preparó el blanco con 1.4 mL de Buffer y 1.4 mL de reactivo de 

NASH. 

 

5.3.3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA DEL CYP-450 

            UTILIZANDO NADP+® (SIGMA) E  HΘ Y ANILINA. 

 

Los ensayos para la determinación de la actividad catalítica del CYP-

450 empleando anilina como sustrato, se realizaron cuantificando la 

concentración de p-aminofenol producido. La reacción se llevó a cabo de la 

siguiente manera: 

 

1. Se preparó la solución de anilina 80 mM; a partir de la cual se 

obtuvieron las concentraciones: 6.6x10-2, 0.2, 0.6, 1.8, 5.4, 16.2 y 

48.6 mM.  

2. A la anilina se le agregó el volumen de enzima CYP-450 calculada 

para tener una concentración de 1 nmol.  

3. Se agregó el NADP+® (Sigma) e HΘ y se colocó al sistema  en incubación 

por 30 min a 37°C. 

4. Transcurrido el tiempo se detuvo la reacción agregando 0.1 mL de 

ácido tricloroacético al 7.5% a cada tubo de la serie. 

5. Los tubos se centrifugaron a 5000 g por 10 min.  

6. Con 0.5 mL de muestra por tubo se llevó a cabo la determinación de 

p-aminofenol. 

 

 Cabe mencionar que la reacción también se llevó a cabo modificándola 

en el tercer paso, donde el sistema de NADP+® (Sigma) se redujo por separado 
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utilizando al hidruro de silicio, este sistema independiente fue adicionado 

posteriormente al sistema de anilina y CYP-450.  

 

5.3.4. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA DEL CYP-450  

             UTILIZANDO NADP+® (SIGMA) E HΘ Y N-METILANILINA. 

 

Los ensayos para la determinación de la actividad catalítica del CYP-

450 empleando N-metilanilina como sustrato, se realizaron cuantificando la 

concentración de formaldehído producido, la reacción se llevó a cabo de la 

siguiente manera: 

 

1.  A partir de una solución de N-metilanilina de concentración            

40 mM; se obtuvieron las concentraciones 3.1x10-2, 6.2x10-2,               

1 .25x10-1, 2.5x10-1, 5x10-1, 1, 2 y 4 mM. 

2. Colocada la N-metilanilina, se agregó el volumen de enzima CYP-

450 calculada para tener una concentración de 1 nmol. 

3. Se agregó el CYP-450 a la N-metilanilina y posteriormente se 

adicionó el sistema NADP+® (Sigma) e HΘ el cual se redujo por 

separado y se colocó al sistema en incubación por 6 min a 37 °C. 

4. Transcurrido este tiempo se detuvo la reacción agregando 50 µL de 

ácido tricloroacético al 7.5% a cada tubo de la serie. 

5. Los tubos se centrifugaron a 8000 g por 10 min. 

6. Con 700 µL de muestra por tubo se llevó a cabo la determinación de 

formaldehído. 

 

 

 

 

 



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 29

5.4. DETERMINACIÓN DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES EN EL SISTEMA 

CYP-450, NADP+® (SIGMA), HΘ Y SUSTRATO; MEDIANTE RPE. 

  

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un espectrómetro Jeol 

JES-RES 3X a temperatura variable, empleando un dispositivo elaborado en 

el Laboratorio de mediciones Magnéticas y Biofísica de la ESFM.  

 

 La muestra conteniendo 400 µL de CYP-450, 48 mg HΘ, 3.2 mg NADP+® 

(Sigma), 80 µL de Buffer y 600 µL de Anilina 80 mM, se colocó en un tubo de 

RPE y se introdujo en la cavidad. Las mediciones se llevaron a cabo 

empleando una frecuencia de 9.2 GHz (Banda X) y los valores de g fueron 

calculados a partir de las mediciones del campo magnético con una 

resolución ± 0.01 mT, empleando DPPH como marcador. 
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6. RESULTADOS. 

 

6.1. OBTENCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE CYP-450.  

 

Como se puede observar en la Tabla 1, el contenido de CYP-450 fue 

3.78 nmol/g Hígado ± 0.609. Estos resultados corresponden con datos 

reportados en la literatura [52].  
Tabla 1. Contenido de CYP-450 en microsomas de hígado de conejo. 

Conejo g Hígado nmol nmol/g Hígado 

A 72.6167 255.76 3.52 

B 113.963 328.8 2.88 

C 110.90 548.86 4.94 

 

 En la Figura 15, se muestra el pico característico de CYP-450 obtenido 

después de haber sido reducidos con hidrosulfito de sodio y  burbujeado con 

CO. Como puede observarse el pico corresponde a 450 nm por lo tanto la 

absorbancia obtenida de éste fue lo que se utilizó para determinar el 

contenido de CYP-450 empleando un coeficiente de extinción molar (ε) de 91 

mM cm-1 reportado por Omura y Sato [9, 10]. 

 

  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectro del UV-Visible obtenido del CYP-450 de hígado de rata reducido con hidrosulfito 

de sodio  y burbujeado con CO. 
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Una vez determinado el contenido de CYP-450 en la suspensión 

microsomal ésta se mantuvo a -80°C hasta ser utilizada en la determinación 

de actividad catalítica de CYP-450. 

 

6.2. ESPECTRO DE ABSORCIÓN DE LUZ EXPERIMENTAL DEL NADP+® (SIGMA), 

NADPH® (SIGMA), NADP+® (SIGMA) + HΘ E HΘ. 

 

En la Figura 16 se muestra el espectro del UV-VIS obtenido de NADP+® 

(Sigma), el cual tiene 2 picos máximos de absorbancia que corresponden a 210 

y 260 nm. En este espectro no se observó el pico a 340 nm,  que corresponde 

a NADPH.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Espectro del UV-VIS obtenido a partir de NADP+® (Sigma). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Espectro del UV-VIS obtenido a partir de NADPH® (Sigma). 
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Sin embargo, como se observa en la Figura 17, NADPH® (Sigma) si mostró 

este pico característico de absorción a 340 nm. 

 

Una vez obtenidas las longitudes de onda experimentales a las cuales 

absorben el NADP+® (Sigma) y NADPH® (Sigma) se hizo el espectro del UV-VIS para 

el NADP+® (Sigma) con hidruro de silicio con el propósito de observar si 

efectivamente éste era capaz de reducir el NADP+® (Sigma). 

 

Como se observa en la Figura 18A, el hidruro de silicio redujo el 

NADP+® (Sigma) a NADPH ya que en dicho espectro es posible observar un pico 

de absorción a 340 nm. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. A) Espectro del UV-VIS obtenido a partir del sistema NADP+® (Sigma) e HΘ.  

B) Espectro del UV-VIS  obtenido del NADP+® (Sigma) que fue reducido con diferentes 

concentraciones de HΘ. 
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Para corroborar que este pico no se debiera al hidruro de silicio, se hizo 

su espectro de UV-VIS en el cual no se observó ningún pico de absorción a 

340 nm como se muestra en la Figura 19. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Espectro del UV-VIS de HΘ. 

 

Los experimentos de la reducción de NADP+® (Sigma) se hicieron 

evaluando el efecto de la concentración de hidruro de silicio en 

concentraciones de 2.9, 5.7, 11.4, 22.9 y 45.7 mg/mL; el tiempo de reacción 

(0, 20 y 30 min) y los resultados obtenidos muestran que la reducción de 

NADP+® (Sigma) fue dependiente tanto de la concentración de hidruro (Figura 

18B) así como del tiempo.  

 

6.3. ACTIVIDAD CATALÍTICA DE CYP-450. 

 

6.3.1. CURVA ESTÁNDAR PARA LA CUANTIFICACIÓN DE p-AMINOFENOL Y  

             FORMALDEHÍDO. 

 

La determinación de p-aminofenol se realizó de acuerdo a lo reportado 

por Hildebrandt [55,56].   
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Los resultados de las curvas de calibración muestran un coeficiente de 

correlación de  R=0.9992. La ecuación de la recta obtenida fue (Ecuación 2): 

 

Ecuación.2 

 

 

Los resultados obtenidos para la determinación de formaldehído se 

realizaron de acuerdo a lo reportado por Nash [54]. 

 

Los resultados de dicha curva de calibración muestran un coeficiente 

de correlación de R=0.9999. (Ecuación 3) 

 

Ecuación.3 

 

 

6.3.2. ACTIVIDAD CATALÍTICA DE CYP-450 A PARTIR DEL SISTEMA  

             NADP+® (SIGMA) E  HΘ.  

 

La actividad catalítica de CYP-450 fue evaluada en un sistema de 

reacción el cual contenía el NADP+® (Sigma) e hidruro de silicio junto con el 

sustrato (anilina o N-metilanilina) y el CYP-450.  

 

Sin embargo, los resultados de la conversión de anilina a p-aminofenol,  

mostraron que la enzima tenía poca actividad catalítica, lo cual podría ser 

debido a que el hidruro de silicio no permitía la unión del sustrato a la 

enzima, debido posiblemente a que el hidruro de silicio modifica el estado 

de oxidación del hierro o se une al sitio activo o en un lugar cercano a éste. 

 

y = 4.6603 x – 0.0013 
R2=0.9985

y = 0.3358 x – 0.0057 
R2=0.9999
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Dicha actividad fue evaluada reduciendo el NADP+® (Sigma) con hidruro 

de silicio antes de que este fuera añadido a la reacción la cual contenía la 

anilina y el CYP-450. 

 

6.3.2.1. ACTIVIDAD CATALÍTICA  DE CYP-450 EMPLEANDO HΘ  

                Y ANILINA COMO SUSTRATO. 

 

La concentración de p-aminofenol a partir de la conversión de anilina 

por el CYP-450, NADP+® (Sigma) e HΘ se llevó a cabo con base en el método de 

Hildebrandt [55, 56]. Se obtuvo la siguiente gráfica que representa la actividad 

del CYP-450 (Gráfica 1).  

 
Gráfica 1. Actividad catalítica de CYP-450 utilizando anilina como sustrato.  

Concentraciones de anilina: 6.6x10-2, 0.2, 0.6, 1.8, 5.4 mM e hidruro como donador de 

electrones. 
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Vmáx =  0.1352 nmol p-aminofenol nmol-1 CYP-450 min-1 
Km = 0.2017 mM  
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6.3.2.2. ACTIVIDAD CATALÍTICA DEL CYP-450 EMPLEANDO HΘ  

                Y N-METILANILINA COMO SUSTRATO. 

 

El sistema de reacción empleado para evaluar la formación de  

formaldehído y anilina utilizando N-metilanilina como sustrato fue el mismo 

sistema con el que se obtuvo la mayor conversión de anilina a p-aminofenol.  

 

Es decir, el sistema en el cual NADP+® (Sigma) fue reducido con hidruro 

de silicio antes de ser añadido al sistema que contenía CYP-450 y N-

metilanilina. Como se muestra en la Gráfica 2 el CYP-450 mantuvo actividad 

como N-desmetilasa. 

 
Gráfica 2. Actividad catalítica de CYP-450 utilizando N-metilanilina como sustrato 

Concentraciones 3.1x10-2, 6.2x10-2, 1.25x10-1, 2.5x10-1, 5x10-1, 1, 2 y 4 mM e hidruro como donador 

de electrones. 
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Los parámetros cinéticos calculados a partir de los resultados 

obtenidos de las reacciones de hidroxilación catalizadas por CYP-450 y 

probadas por dos diferentes sistemas reductores: NADPH® (Sigma) y NADP+® 

(Sigma)  e hidruro de silicio. 
 

Tabla 2. Parámetros cinéticos obtenidos de la hidroxilación de anilina por CYP-450 y  

dos sistemas reductores diferentes; NADPH® (Sigma) y NADP+® (Sigma) con hidruro de silicio. 

 NADPH® (Sigma) NADP+® (Sigma) + HΘ 

Vmáx 
1/V = nmol p-aminofenol nmol-1 CYP-450 min-1 

0.0841 0.1352 

Km 
1/S = mM 

0.3571 0.2017 

 

6.4. TRANSFERENCIA DE ELECTRONES EN EL SISTEMA CYP-450,  

 NADP+® (SIGMA), HΘ Y SUSTRATO UTILIZANDO RPE.  

 

Se determinó el espectro RPE del CYP-450 contenido en los 

microsomas de hígado de conejo. La Figura 20A muestra una señal rómbica 

con un valor de gx =2.3987, gy = 2.2188, gz =1.8951, los cuales son 

característicos del Fe+3 en bajo espín (s=1/2) para el CYP-450.  

 

Cuando se adicionó hidruro de silicio al sistema de reacción la señal 

correspondiente al Fe+3 del CYP-450 no pudo ser observada, lo que indica que 

el hierro fue reducido a Fe+2 (Figura 20B). Estos resultados concuerdan con 

los datos reportados, en donde el hidruro de silicio es capaz de reducir 

también el Fe+3 del citocromo c [57]. 

 

Se llevaron a cabo otras determinaciones utilizando el sistema de 

reacción compuesto por: CYP-450, NADP+® (Sigma), hidruro de silicio y anilina 

como sustrato. Esta medición se llevó a cabo después de haber iniciado la 

reacción (15 min). El espectro obtenido no mostró ninguna señal, lo que se 
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debe a que en la reacción, el Fe+3  es reducido a Fe+2 durante el ciclo catalítico 

(Figura 20C).  

 

 
Figura 20. A) Espectros RPE que ilustran al CYP-450 (Fe+3) de microsomas de hígado de 

conejo. B) CYP-450 reducido por el donador de electrones HΘ a Fe+2 . C) Sistema CYP-450,  

NADP+® (Sigma), HΘ y anilina. Condiciones: ganancia 2x1000, potencia 25, tiempo 2 min. 
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 7. DISCUSIÓN. 

 

7.1.  REDUCCIÓN DE NADP+® (SIGMA) POR HIDRURO DE SILICIO. 

   

Los resultados muestran que el hidruro de silicio fue capaz de reducir 

el NADP+® (Sigma) a NADPH. Estos resultados concuerdan con reportes previos 

en los que el hidruro de silicio redujo el NAD+ a NADH [44]. Es importante 

mencionar que tanto el NAD+ como el NADP+ poseen un potencial de 

reducción similar (-0.320V) [58].  

 

Se observó que la reacción redox (NADP+ + HΘ → NADPH) fue 

dependiente de la concentración del hidruro de silicio y del tiempo 

transcurrido posterior a su adición al sistema. 

 

La reducción de NADP+® (Sigma) se evaluó utilizando diferentes 

concentraciones de hidruro de silicio: 2.9, 5.7, 11.4, 22.9 y 45.7 mg/mL, en 

la figura 18 A se muestra el espectro del UV-Visible que se obtuvo empleando 

una concentración de 5.7 mg/mL la cual fue empleada en las cinéticas.  

 

Como se puede observar en la Figura 18B, la absorbancia a 340 nm 

aumenta con respecto al aumento en la concentración de hidruro de silicio, 

por lo tanto la concentración de hidruro (HΘ) es un factor importante en la 

reducción de NADP+® (Sigma), se observó que a una menor concentración de 

hidruro, 2.9 mg/mL, menor es la absorbancia a 340 nm y por lo tanto menor 

es la concentración de NADPH, sin embargo a una concentración de 45.7 

mg/mL, la solución se satura y se dificulta su disolución.  

 

También es evidente que cualquiera que fuera la concentración elegida 

para utilizar en los sistemas reductores de NADP+® (Sigma) hubiese sido 
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adecuada pues en comparación con el NADPH® (Sigma) la absorbancia a 340 

nm esta por arriba de la obtenida por este sistema.  

 

Para fines experimentales se seleccionó la concentración de 5.7 

mg/mL, pues a pesar de que las concentraciones de 22.9 y 45.7 mg/mL de 

hidruro de silicio tienen la capacidad de reducir una gran cantidad de 

NADP+® (Sigma), no fue posible utilizarlas durante la experimentación por que 

la reacción del hidruro libera una gran cantidad de gas al inicio de la 

reacción. Además, con la máxima concentración el HΘ satura la solución y 

presenta características de insolubilidad. La concentración de 5.7 mg/mL, 

fue la mejor opción para llevar a cabo los experimentos, pues la cantidad de 

NADPH producido por las primeras dos concentraciones de entre el rango de 

2.9 y 11.4 mg/mL, no aumenta considerablemente.  

 

La reacción entre el NADP+® (Sigma) e hidruro de silicio también fue 

estudiada con respecto al tiempo: 0, 20 y 30 min. Así se comprobó que la 

máxima cantidad de no varía NADP+® (Sigma) es reducida después de 20 

minutos de adicionado el hidruro de silicio al sistema. Después de 30 

minutos de reposo, la cantidad de NADPH no varía en relación con la 

cantidad de NADP+® (Sigma) reducida a los 20 min. Además, a este tiempo de 

reposo el sistema es lo suficientemente estable (sin burbujeo). 

 

 Esta es la razón por la cual durante el trabajo experimental se preparó 

al sistema NADP+® (Sigma) e hidruro de silicio de manera independiente previo a 

ser adicionado a la reacción con CYP-450. El sistema NADP+® (Sigma) e hidruro 

de silicio se preparaba y agitaba por 30 minutos, lo que garantizaba la 

máxima liberación de iones hidruro (HΘ) y su estabilidad, evitando el 

burbujeo característico del inicio de la reacción.  
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Se ha reportado que cuando el hidruro de silicio es adicionado en 

solución su potencial de reducción inicial es de -0.322 V, pero que después  

de 23 minutos el potencial de reducción aumenta a -0.862 V [41], razón por la 

cual durante los experimentos no se observó un incremento en la cantidad de 

NADP+ reducido después de 30 minutos, esto debido a que el potencial de 

reducción del hidruro de silicio se mantiene y la liberación de iones hidruro 

(HΘ) es constante por periodos prolongados a un pH neutro. 

 

 Por esta razón el pH de la solución fue un factor importante en la 

liberación de los iones hidruro (HΘ) y por lo tanto en la capacidad reductora 

del hidruro de silicio [41, 57, 59]. Es importante mencionar que los experimentos 

se llevaron a cabo a pH controlado de 7.4.  

 

7.2.  ACTIVIDAD DEL CYP-450. 

 

7.2.1. HIDROXILACIÓN CATALIZADA POR EL CYP-450 EMPLEANDO  

            ANILINA COMO SUSTRATO. 

  

Los resultados de las cinéticas mostraron una menor transformación 

de anilina a p-aminofenol cuando en el sistema se utilizó directamente al 

hidruro de silicio y NADP+® (Sigma). Esto se debe al hecho de que el HΘ es capaz 

de reducir tanto al NADP+ como al átomo de hierro del grupo hemo, ya que el 

potencial de reducción estándar del CYP-450 es de -0.225 y 0.300 V, con y 

sin sustrato unido respectivamente [60, 61].  

 

Por lo tanto, el potencial de reducción del CYP-450 es muy parecido al 

de NADP+. Además, la reducción del átomo de hierro del CYP-450 puede 

llevarse a cabo por el hidruro de silicio ya que la transferencia del primer 

electrón durante el ciclo catalítico del CYP-450 es independiente de la 



Determinación de la Actividad Catalítica del CYP-450 empleando Hidruro de Silicio como donador de Electrones 
 

 42

interacción o no con la anilina, aunque muchos reportes han identificado que 

la unión del sustrato con el grupo hemo o la cercanía de la región distal del 

mismo, es factor determinante en la transferencia del primer electrón [62]. 

 

Por lo tanto, el hidruro de silicio disminuye la actividad catalítica del 

CYP-450 debido a que reduce el hierro del grupo hemo del CYP-450 y esto 

podría desfavorecer la capacidad de unión de la anilina con el Fe+2 [63].  

 

Además, la actividad del CYP-450 puede verse disminuida ya que 

durante su ciclo catalítico se producen radicales libres los cuales podrían ser 

reducidos por el hidruro de silicio, ya que este compuesto tiene la capacidad 

de reducir a Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) [43, 60]. 

 

 Para poder evitar la reducción del átomo de hierro en la reacción de 

hidroxilación de anilina a p-aminofenol se llevó a cabo la reducción de 

NADP+® (Sigma) con hidruro de silicio como un sistema independiente de la 

reacción principal del CYP-450. Con este sistema la enzima presenta mayor 

actividad que cuando el hidruro de silicio es adicionado a la reacción 

principal.  

 

La Tabla 2, muestra el comparativo de los parámetros cinéticos de la 

reacción de hidroxilación de anilina por CYP-450 llevada a cabo por dos 

sistemas reductores diferentes NADPH® (Sigma) y NADP+® (Sigma) e hidruro de 

silicio (HΘ). El valor de la Vmáx incrementa visiblemente en la reacción 

llevada a cabo experimentalmente con NADP+® (Sigma) e hidruro de silicio, 

mientras que el valor de Km disminuye, esto explica como la enzima 

muestra mayor afinidad por el sustrato. La actividad catalítica del CYP-450 

aumenta cuando se utiliza el sistema NADP+® (Sigma) e hidruro (HΘ) que con 

el sistema de NADPH® (Sigma). 
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7.2.2. N-DESMETILACIÓN CATALIZADA POR EL CYP-450 EMPLEANDO  

             N-METILANILINA COMO SUSTRATO. 

 

Dado que el sistema reductor CYP-450, NADP+® (Sigma) e hidruro tuvo 

actividad catalítica en la reacción de hidroxilación de anilina a p-aminofenol 

dicha actividad también fue evaluada utilizado N-metilanilina como sustrato 

para poder establecer su actividad como N-desmetilasa. (Gráfica 2). 

  

Los resultados obtenidos de las cinéticas muestran la transformación 

de N-metilanilina a sus productos de reacción, utilizando el sistema donador 

de electrones que contiene NADP+® (Sigma) reducido con HΘ.  

 

Los resultados confirman que el hidruro de silicio es un sistema capaz 

de reducir al NADP+® (Sigma) a NADPH y ser la fuente donadora de electrones 

necesaria para la transformación del sustrato (N-metilanilina) a los productos 

de la reacción de N-desmetilación: formaldehído y anilina. 

 

Con estos resultados el sistema CYP-450, NADP+® (Sigma) e HΘ, 

demuestra tener actividad catalítica para reacciones en las que NADPH® (Sigma) 

puede ser sustituido por dicho sistema. 

 

7.2.3. RESONANCIA PARAMAGNÉTICA DE ELECTRONES. 

 

 La reducción del átomo de hierro por hidruro de silicio fue corroborada 

por estudios de RPE. Primero, se determinaron los estudios de RPE a partir 

de la enzima, los cuales se muestran en la Figura 20A, donde se puede 

observar una señal rómbica a gx=2.3987, gy= 2.2188, gz=1.8951, ésta es la 

característica del hierro en bajo espín (Fe+3, s=½) del CYP-450.  
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 La señal no pudo ser observada posterior a la adición del hidruro de 

silicio, lo que indica que el hierro fue reducido a Fe+2 (Figura 20B) [57]. 

 

 El espectro RPE del sistema CYP-450, NADP+® (Sigma), HΘ y anilina, no 

mostró ninguna señal, esto puede ser debido a durante la reacción el Fe+3 es 

reducido a Fe+2 (Figura 20C).  

 

Además en éste último espectro no fue posible observar ninguna otra 

señal de algún otro aminoácido como tirosina o triptófano, pues ésta 

determinación se llevó a cabo utilizando nitrógeno en lugar de helio para 

llevar a cabo las determinaciones a temperatura variable. 
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8. CONCLUSIONES. 

 

Obtenidos los microsomas y comprobada la existencia de la enzima 

CYP-450 se demostró la actividad catalítica de dicha enzima como 

monooxigenasa y N-desmetilasa in vitro, empleando para este fin un nuevo 

sistema generador de NADPH con hidruro de silicio.  

 

Calculada y establecida la concentración óptima de hidruro de silicio 

en la cual una mayor cantidad de NADP+® (Sigma) es reducido a NADPH, ésta 

fue aprovechada para llevar a cabo la reducción de NADP+® (Sigma) durante el 

proceso catalítico del CYP-450. Aunque, también se comprobó que la 

actividad del CYP-450 es mejor cuando se lleva a cabo la reducción 

independiente de la reacción, esto es porque el hidruro de silicio también es 

capaz de reducir al átomo de hierro del CYP-450.  

 

Cabe mencionar que la actividad de la enzima fue mucho mayor 

utilizando al sistema NADP+ reducido con hidruro de silicio que utilizando 

NADPH® (Sigma). 

 

 La transferencia de electrones del HΘ al CYP-450 fue corroborada por 

RPE, donde la señal rómbica característica del Fe+3 no fue observada después 

de la adición del hidruro de silicio. 

 

Las aplicaciones más evidentes del sistema NADP+® (Sigma) e hidruro de 

silicio se resumen en que éste es un sistema sencillo de preparar,  

económico, eficiente y puede ser considerado como una nueva opción para 

evaluar la biotransformación de muchos xenobióticos (fármacos), en 

comparación con otros métodos tradicionales, como lo es sistema de glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa. 
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CATALYTIC ACTIVITY OF CYTOCHROME P-450 USING NADPH REDUCED 
BY SILICA HYDRIDE 

Rosales Hernández M.Ca,*, Ortiz Pérez S. S.a,c, Aceves  J. M.c, Correa-Basurto J.ª,b, 
Ramírez Rosales D.d, Zamorano Ulloa Rd, and Trujillo Ferrara Ja aSección de Estudios 
de Posgrado e Investigación, Departamento de Bioquímica y bDepartamento de 
Farmacología de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, 
Plan de San Luis y Díaz Mirón s/n, 11340 México, D.F. c Facultad de Estudios 
Superiores de Cuautitlán-UNAM, Departamento de Química, Av. 1 de Mayo s/n, 
Cuautitlán Izcalli, Estado de México, 74540, México., dDepartamento de Física, 
ESFM, IPN, Av. Instituto Politécnico Nacional s/n, Edif. 9 U.P. Zacatenco, Col. San 
Pedro Zacatenco, México, D.F. 07738, México. 

 

Abstract. 

Cytochrome P-450 (CYP450) group is important during the drug metabolism 

due to that catalyze several kinds of reactions. However, it has several 

limitations, the main one is the use of the cofactor (NADPH) for in vitro 

assays. In this work the catalytic activity of CYP450 was evaluated using 

NADP+  reduced with silica hydride which acts as an electron donator. The 

results showed that the reduction of NADP+ with silica hydride was 

concentration and time-dependent. In addition, CYP450 mantained its 

activity when NADP+ and silica hydride were added during the reaction. 

However, its activity was the best when NADP+ was reduced before being 

added to the reaction system and also when NADPH was used. The CYP450 

activity decrease with the first system is due to the fact that silica hydride is 

able to reduce NADP+ and the iron atom from CYP450 simultaneously, 

avoiding or diminishing the aniline affinity by the active site. The iron atom 

reduction with silica hydride was corroborated by electronic paramagnetic 

resonance (EPR). It is worthnoting that the use of NADP+ reduced with silica 

hydride is a good system for studying biotransformation reactions at less 

cost. 

 

Keywords: Cytochrome P450, Drug metabolism; Electron paramagnetic 

resonance; Silica hydride, Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate. 
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